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ABSTRACT

Characterization of yeasts and molds isolated during the fermenta-
tion process of cocoa beans (Theobroma cacao) in Costa Rica. The yeast
and mold flora developed during the fermentation process of cocoa beans
(Theobroma cacao L.) of the "criollo" and "forastero" genetic types was stu-
died. Thirty eight yeast strains were identified and it was possible to establish
the early alcoholic phase in both cacao types. The yeasts isolated during this
stage were Saccharomyces cerevisiae. S. chevalieri and S. microellipsoideus.
Filamentous fungi developed at the end of the alcoholic phase, most of them
belonging to the genera Penicillium, Exosporiella. Geo.trichum. Fusarium,
Rhizoctonia and Rhizopus.

INTRODUCCION llan en sucesi6n: primero levaduras, luego bacte-
rias Iacticas, seguidas par aceticas y, finalmente,

Las almendras de cacao, utilizadas para la par esporulados aer6bicos (Roelofsen, 1958). Se
elaboraci6n del chocolate, deben someterse a un considera que log hongos filamentosos que se
proceso de fermentaci6n donde se generan log desarrollan en las masas de cacao en fermentaci6n
compuestos precursores del aroma, color y saboT no tienen importancia para el proceso y par el
caracteristicos. Durante este proceso se desarro- contrario, se ha determinado que su desarrollo
llan varios microorganismos en la pulpa que rodea produce defectos en el grana (Allison, 1969).
la almendra que producen sustancias, principal- La fermentaci6n del cacao depende de
mente acidos y alcoholes, que afectan el curado y muchos factores, siendo muy importantes el tipo
las propiedades del saboT (Kempler, 1983; genetico y las condiciones climaticas y del media
Schwan, et al., 1986). (Helfenberger, 1964). Los autores s610 conocen 2

Se ha descrito que log microorganismos que estudios de identificaci6n de microorganismos
intervienen en el proceso fermentativo se desarro- sobre muestras de cacao ff~rmentado proveniente

de Costa Rica y ambos bastante antiguos (V on
Lilienfield-Toal, 1927; Hoynak et al.. 1941). Par
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MATERIALES Y METODOS su tolerancia al alcohol, puede desarrollarse junto
a Saccharomyces (Martinelli y Dittmar, 1961).

Este estudio se realiz6 utilizando semillas Ademas, durante el primer dia de fermentaci6n se
de cacao procedentes de clones de tipo criollo aislaron otras levaduras, como Kloeckera apicu-
(designadas CTC) y de tipo forastero (designadas lata y Schizoblastosporium starkey-henricii, lag
CTF), de la colecci6n del Centro Agron6mico que se mantuvieron presentes en la masa, posible-
Tropical de Investigaci6n y Ensenanza (CATIE), mente par su tolerancia al alcohol y a lag altas
en Turrialba, Costa Rica. temperaturas desarrolladas (45°C). En esta etapa

La fermentaci6n de lag semillas enteras (con tambien se ais16 Penicillium. Exosporiella y
su pulpa) se realiz6 en el CATIE en un fermenta- Geotrichum, y aunque la mayoria de log investi-
doc de cajas grandes, tal como recomienda gadores consideran de poca importancia la acci6n
Cespedes (1953). El proceso seguido durante el de log bongos filamentosos durante la fermenta-
proceso de fermentaci6n Cue el mismo menciona- ci6n, se debe reconocer su capacidad de producir
do par Roelofsen (1958) en sus investigaciones. enzimas que hidrolizan compuestos como el almi-
La duraci6n del proceso se estableci6 con base en d6n y las sustancias pecticas de la pulpa, inician-
el criteria expuesto par diversos autores do asi su maceraci6n par exudado (Camargo e t
(Hernandez, 1957; Roelofsen, 1958; Roham, al., 1963).
1960), prolongandose par 5 drag la fermentaci6n Durante el tercer dia se encontr6 aun en el
del tipo criollo y par 7 dias la del forastero. Cada media la especie fermentadora S. chevalieri, sien-
24 horas se obtuvo muestras al azar de la masa en do importante en esta etapa su acci6n pectinolitica
fermentaci6n~ Se seleccionaron puntas de mues- sabre lag celulas de la pulpa (Jacquet, 1981). La
treo en la capa superficial, intermedia y en el eliminaci6n de la pulpa permite una mayor circu-
Condo. Se tomaron 36 muestras, 15 de cacao crio- laci6n de aire en la masa, aumentandose lag
110 y 21 del tipo forastero. condiciones aer6bicas del media y estimulando el

No bubo repeticiones con diferentes lotes de crecimiento de levaduras de tipo oxidativo, 10 que
semilla de carla tipo. se pone de manifiesto par el aislamiento de

Alas muestras recolectadas se leg realiz6 un Saccharomyces aceti. que po see este tipo de
recuento de bongos y levaduras segun 10 describe metabolismo. La naturaleza de la flora en esta
Speck (1984). De lag placas de recuento se aisla- Case Cue diferente a la que prevaleci6 durante las
ran cepas de bongos y levaduras, con base en lag primeras 48 horas, ya que bubo un predominio de
caracteristicas morfo16gicas de lag colonias. bongos filamentosos y de levaduras oxidativas, 10
Posteriormente, se efectuaron lag pruebas de iden- que indica que la Case alcoh61ica en CTC se limita
tificaci6n para mohos y levaduras, segun log a log 2 primeros drag. Entre log generos que pre-
esquemas propuestos par Langeron (1952) y dominaron durante el cuarto y quinto dia de fer-
Barnett et al. (1979). mentaci6n se encuentran levaduras formadoras de

pseudomicelio. como Candida y Trichosporon. y
RESULTADOS Y-DISCUSION a..,imismo se acentu6 el desarrollo de otros hon-

gas, especialmente Rhizoctonia solani.
En el Cuadra 1 se presentan los resultados En el Cuadra 1 se aprecia que, de la misma

obtenidos durante el proceso de fermentaci6n de maDera que en el CTC, la Case alcoh61ica en el
los dos grupos de clones, CTC y CTF. CTF se desarroll6 durante las 48 primeras horas,

Durante lag primeras 48 horns de fermenta- aislandose ademas de Saccharomyces cerevisiae
ci6n se aislaron cepas de Saccharomyces cheva- cepas de S. rouxii y S. microellipsoideus. esta ulti-
lieri. S. cerevisiae y Saccharomyces sp., a lag que ma con capacidad de producir una gran cantidad
se les atribuye la mayor formaci6n de alcohol a de alcohol a partir de los azucares de la pulpa. Se
partir de los azucares fructuosa, sacarosa y gluco- ais16 tambien, Candida cacaoi. la cual fermenta
sa, presentes en la pulpa (Roham, 1960). Segun unicamente la glucosa de la pulpa (Lodder, 1970).
Reed (1973) estos microorganismos son capaces Despues del segundo dia se favoreci6 el creci-
de producir 18-20% de etanol, liberando energia miento de bongos, aisladose log generos
en la reacci6n. La poblaci6n de levaduras tambien Rhizopus, Penicillium. Fusarium. Paecilomyces y
estaba constituida par el genera Pichia. el cual a Curvularia, de los cuales los dos ultimos no se
pesar de su poca capacidad de fermentaci6n, par aislaron del CTC. Se requeririan, sin embargo,
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Cuadro I. Capas de bongos filamentosos y levaduras aisladas en Costa Rica durante la fennentacioo de cacao tipo criollo (CTC) y
tipoforastero (crf).

Ofa de Microo~anismos Microorganismos
Fennentaci6n presentes en crc presentes en crF

Primero Kloeckera sp. Saccharomyces rouxii
Saccharomyces sp. (2)* Kloeckera sp.
Schizoblastosporion starkey Saccharomyces microellipsoideus
Penicillium sp. (2) Saccharomyces cerevisiae
Geotrichum sp. Exosporiella
Kloeckera apiculata Saccharomyces sp. (2)

Segundo Saccharomyces chevalieri (4) Saccharomyces sp. (2)
Pichia sp. Candida cacaoi
Candida catenulata
Pichia membranaefasciens
Saccharomyces sp. (3)
Exosporiella sp.
Saccharomyces cerevisiae
Mucor sp.
Saccharomyces aceri
Penicillium sp. (3)
Fusarium sp.

Tercero Rhizopus sp. Fusarium sp.
Saccharomyces sp. Hansenula sp.
Rhizoctonia solani (3) Penicillium sp. (2)

Rhodotorula aurantiaca
Rhizoctonia solani

Cuarto Hormodendrum sp. Pichia sp.
1richosporon cutaneum Rhizopus sp.
Candida sp. Paecilomyces sp.
Candida krusei

Quinto 1richosporon cutaneum Rhizopus sp. (2)
Candida sp. Curvularia sp.
Candida krusei Rhizoctonia sp.

SexlO Hansenula sp.
Kloeckera sp.

. Paecilomyces sp.

SCtimo J/ansenula sp. (2)
Saccharomyces rouxii

* Los numeros en parentesis corresponden aI nl1mcro de cepas encootrado.

repeticiones con diferentes lotes de semilla de Paecilomyces varioti. Penicillium citrininum. A.
ambos tipos de clones para verificar si estas dife- glaucus y Geotrichum candidum; este ultimo tam-
rencias son consistentes. bien rue reportado pOT Camargo y Martinelli

Algunos autores haD inform ado sobre la (1963). Llama la atenci6n que en este caso no se
presencia de hongos filamentosos en lag masas de aisl6 ningun miembro del genero Aspergillus.
cacao en fermentaci6n. Roelofsen (1985) aisl6 Resulta dificil comparar estos resultados
Penicillium. Mucor y Rhizobium. as! como con log de Yon Lilienfield-Toal (1927) y Hoynak
Aspergillus. Marvalhas et al. (1965) encontraron et al.(1941), pues es obvio que la metodologia de
Aspergillus jumigatus. Mortirella spinosa. tales autores no es la misma, adem as de que
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am bas investigaciones se limitan a generos y CESPEDES PONCE, G. 1953. EstUdio sobre la fennentaci6n
especies de levaduras, no de bongos filamentosos del cacao. Agrotecnia (Cuba) 8:45-73.

como el presente caso. Al respecto Von CIFERRI, R. 1931. Studies on cacao. J. Dept. Agr. Puerto
Lilienfield- Toal (1927) caracteriz6 4 especies, lag Rico 15:223-285.
que denomin6 Saccharomyces cerevisia VaT. tropi-
cus, Schizosaccharomyces busseii, HELFENBERGER,.A. 1964. A series ofexpe~ents 00 small
Saccharomyces anomalus y "Kahmefe A", esta scale cunng of cacao. Cacao (Costa Rica) 9(1):1-8.

ultima conocida pOT Ciferri (1931) como HERNANDFZ, S.A. 1957. Fennentaci6n del cacao. Cafe y
Eutorulopsis theobromae. POT su parte, Hoynak cacao (Venezuela) 3:8-13.
et al. (1941) informan habeT aislado cepas de
levaduras que no lograron hacer esporular y que HOYNAK, S.; POLANSKY, T.S.; STONE, R.W. 1941.
I .fi t ." I Microbiological studies of cocoa fermentation.

C asllcaron vagamen e como ~oru a. Foods Res. 6:471-479.

RESUMEN JACQUET, M. et at. 1981. Fennentation des feves de cacao
en lit fluide a trois phases. Cafe Cacao The

Se estudi61a flora de bongos filamentosos y 25(1):45-53.

levaduras desarrollados durante la fermentaci6n KEMPLER, G.M. 1983. Productioo of flavor compounds by
de cacao (Theobroma cacao L.) de grupos de clo- microoganisms. Ed. by A.I. Laskin. Adv. Appl.
Des tipo "criollo" y "forastero". Se identific6 un Microbiol.29:29.
total de 38 cepas de levadura, 10 que permiti6 .
establecer la presencia de la rase alcoh61ica en LANGERON, M.; .VANBRE~SEGHEN, R: 19~2. PreCiS de

. . . mycologle. 2 ed. Pans, Massoo et Cie Editeurs. p. 725.
ambos tlpos genetlcos. Dicha rase se desarrol16

durante log primeros 2 dias de fermentaci6n, ais- LILIENFIELD-TOAL, O.A. VaN. 1927. Cacao yeast.
Iandose lag levaduras Saccharomyces cerevisiae. Tropenflanger 24(1):4-48.
S. chevalieri y S. microellipsoideus. LODDERJ 1970 I th . d 2 ed1..0 h f .la . . . d ,.. n e yeast; a taxonomiC stu y. .

S ongos I mentosos lDIClarOn SU esa- London, North Holland Publishing. p. 1525.
TrOIIO al final de la rase alcoh61ica y log generos
identificados fueron Penicillium, Exosporiella. MARTINELLI, H.L.; DI'n'MAR, H.F.K. 1960. Cacao fer-
Geotrichum, Fusarium. Rhizoctonia. Rhizopus, mentatioo: yeasts isloted fr<Xn cacao beans during
Paecilomyces. Curvularia, Mucor y the curing process. Appl. Microbiol. 9:370-371.

Hormodendrum. MARVALHAS, N. et at. 1965. Determinacao da flora micolo-
gica nos processos de fennentacao, secagen e arma-
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